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چكيده
تبديل منابع ارزان و فراوان ليگنوسلولزى به مواد ارزشمندى مانند ليپيد و كاروتنوئيد در دهه گذشته مورد توجه فراوان قرار 
از بهينه سازى فرايند پيش فراورى باگاس نيشكر، توليد دو ماده با ارزش ليپيد و كاروتنوئيد  اين تحقيق پس  گرفته است. در 
، Rhodotorula glutinis، مورد ارزيابى قرار گرفت.  در اين  در يك كشت نيمه پيوسته با استفاده از مخمر 
پژوهش تأثير دو عامل غلظت اسيد نيتريك، ١٠-٠/٥%، و زمان نگه دارى حرارتى، min ١٨٠-٥، بر فرايند پيش فراورى و هيدروليز 
باگاس نيشكر بررسى، و با استفاده از روش رويه پاسخ مقدارهاى بهينه تعيين گرديدند. سپس پتانسيل توليد ليپيد و كاروتنوئيد 
در بسترهاى حاصل از پيش فراورى و هيدروليز، مقايسه شدند. آزمايش هاى فرايند تخمير در سرعت چرخش rpm ١٥٠، دماى 
C˚٢٥ و ٥/٥ = pH انجام گرديد. مقدار بهينه غلظت اسيد نيتريك و زمان نگه دارى در فرايند پيش فراورى به ترتيب، ٦/٦٧% و

بهينه غلظت اسيد  min ١١٨/٧٥ برآورد، و كاهش ليگنين در بخش جامد به ميزان ٩٣/٤% اندازه گيرى شد. هم چنين مقدار 

نيتريك و زمان نگه دارى حرارتى در فرايند هيدروليز اسيدى به ترتيب، ٠/٥% و min ١٨٠ برآورد گرديد، كه در نتيجه آن مقدار 
بيشينه g/l ١٥/٥٧ قند آزاد گرديد. محتواى ليپيد در محيط هاى كشت حاوى گلوكز به عنوان مرجع، عصاره حاصل از هيدروليز 
١٥/٤٣ درصد  ١٩/٥٢، ٠/٧٦ ٢٧/٣٣، ١/٣٤ اسيدى و سامانه پيش فراورى، هيدروليز و تخمير جداگانه، SHF، به ترتيب، ١/٠٦
٩٩ و  ١٦٨، ١٤ وزن خشك سلولى برآورد شدند. علاوه بر آن، محتواى كاروتنوئيد در محيط كشت هاى ذكر شده به ترتيب ٦٧
١٨٩ وزن خشك سلول، اندازه گيرى شد. مهم ترين اسيدهاى چرب توليدى اسيد اولئيك و پالميتيك بودند. هم چنين  ١٣ µg/g

از ديدگاه مهندسى، شاخص هاى فيزيكى ليپيد توليدى با استفاده از روابط استاندارد موجود، تعيين و ارائه گرديدند.
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١- مقدمه
باگاس نيشكر يكى از منابع با ارزش ليگنوسلولزى است كه 
كشاورزى  صنايع  در  جانبى  محصول  يك  يا  پسماند  به عنوان 
از  حاصل  باگاس  تمامى  تقريباً   .[١] مى گردد  توليد  غذايى  و 
كارخانجات شكر كشور بيش از ٩٩% در استان خوزستان توليد 
مى گردد. طبق اطلاعات ارائه شده توسط وزارت جهاد كشاورزى 
بالغ بر ٢٤٠٠٠٠٠ تن باگاس در سال زراعى ٩٤-٩٣ در استان 
افزايش سالانه سطح  به  با توجه  توليد گرديد [٢].  خوزستان 
زيركشت نيشكر و ظرفيت توليد كارخانجات شكر، اين ميزان 
ارزشمند  منبع  يك  به عنوان  مى تواند  و  يافته  افزايش  سالانه 

توليد مواد با ارزش افزوده مورد تحقيق و استفاده قرار گيرد. 
تبديل اين منابع زيست توده فراوان و ارزان ليگنوسلولزى به 
مواد با ارزشى هم چون ليپيد به عنوان ماده اوليه صنايع غذايى 
و سوختى و مواد شيميايى مانند كاروتنوئيدها، در دهه گذشته 
اين بين استفاده از تك  مورد توجه قرار گرفته است [٣]. در 
يا   ،Natural Lipids ليپيدهاى خنثى،  ليپيدى كه  سلول هاى 
توسط  شده  توليد   ،Triacyglycerides ترى آسيل گليسرول، 
 .[٤] است  كرده  پيدا  بسيارى  ارزش  مى باشند،  ريزسازواره ها 
 ،Oleaginous yeast ليپيد،  مولد  مخمرهاى  آن ها،  ميان  از 
بيش از ٢٠ درصد محتواى ليپيد سازگارى بيش ترى با شرايط 
زيست تودههاى  از  دامنة وسيع ترى  و  داشته  مختلف محيطى 
مى توانند  را  پسماندها  شامل  مختلف  سامانه هاى  در  توليدى 
به عنوان سوبسترا مصرف نمايند. هم چنين از ميان انواع مختلف 
مخمرها، گونه هاى رودوترولا، Rhodotorula، رودوسپوريديوم،  
 ،Xanthophyllomyces زانتوفيلومايسس،   ،Rhodosporidium

 ،Lipomyces ليپومايسس،  و   Cryptococcus كريپتوكوكوس، 
به دليل رشد سريع، درصد بالاى ليپيد نسبت به وزن خشك 
سلولى، توليد همزمان ماده با ارزشى مانند كاروتنوئيد، مقاومت 
پيش فراورى  عمليات  از  حاصل  بازدارنده  مواد  به  نسبت  بالا 
بيش تر مورد توجه قرار گرفته اند [٧-٥]. تحقيقات زيادى در 
اين زمينه با استفاده از پسماندها مانند گليسرول بازيافتى [٨]، 
و  هيدروليز   ،[١٠  ،٩] ليگنوسلولزى  مواد  هيدروليزى  عصاره 
 ،[١٣-١١] پيش فراورى  از  پس  جامد  مواد  جداگانه  تخمير 
شده  انجام   [٢٢-١٧] پسماند  مواد  ديگر  و   [١٦-١٤] ملاس 

است. 

پيچيده و خشبى در پسماندهاى  به دليل وجود ساختمان 
ليگنوسلولزى، تبديل مستقيم آن ها به مواد با ارزش طى فرايند 
روش هاى  از  استفاده  به  نياز  بنابراين  تخمير مشكل مى باشد. 
پيش فراورى مى باشد تا موجب شوند اين مواد به آسانى توسط 
روش هاى   .[٢٣] گيرند  قرار  استفاده  مورد  ميكروارگانيسم ها 
توليد  متفاوت  مشخصات  با  موادى  مختلف،  پيش فراورى 
تآثير  را تحت  مى نمايند كه مراحل بعدى هيدروليز و تخمير 
پيش فراورى  مناسب  روش  انتخاب  هم چنين  مى دهند،  قرار 
بايد با در نظر گرفتن ملاحظات فنى، اقتصادى، زيست محيطى 
بنابراين   .[٢٤] گيرد  صورت  فرايند  كل  بر  مؤثر  جنبه هاى  و 
و  روش ها  توسعه  بر  سعى  زيادى  محققان  اخير  سال هاى  در 
قندهاى  حداكثر  توليد  به  توجه  با  اقتصادى تر  تكنولوژى هاى 
انرژى  بازدارنده،  مواد  حداقل  ليگنين،  كاهش  و  تخمير  قابل 
مواد  و  آب  بيوراكتور،  به  مربوط  كم تر  هزينه هاى  و  مصرفى 

شيميايى داشته اند [٢٥].
محدوده  براى  استفاده  قابليت  رقيق  اسيد  با  پيش فراورى 
كشاورزى  پسماندهاى  مانند  ليگنوسلولزى  مواد  از  وسيعى 
[١٠، ٢٦] را دارا مى باشد و باعث كاهش ليگنين، در دسترس 
قرار دادن سلولز به منظور هيدروليز آنزيمى و هيدروليز مؤثر 
همى سلولز و در نتيجه آزاد شدن بيش تر قندهاى ساده مانند 
اگرچه   .[٢٥] مى گردد  پيش فراورى  از  پس  مايع  در  زايلوز 
اسيد  مانند  مختلفى  اسيدهاى  از  پيش فراورى  فرايندهاى  در 
 [٢٢] نيتريك  اسيد   ،[٢٨] فسفريك  اسيد   ،[٢٧] كلريدريك 
به طور گسترده  ترى مورد  اسيد سولفوريك  اما  استفاده شده، 
تحقيق و آزمايش قرار گرفته است [٢٣، ٣٢-٢٩]. از ميان آن ها 
اسيد نيتريك با وجود بررسى هاى اندك انجام شده مخصوصاً 
ارائه داده است.  قابل قبولى  نتايج  در مورد باگاس [٣٣، ٣٤] 
لذا تحقيقات بيش ترى براى روشن شدن جنبه هاى مختلف اين 

روش مورد نياز مى باشد.
با توجه به مشكلات موجود در زمينه مديريت پسماند، حجم 
جديد  منابع  روزافزون  نياز  و  در كشور  توليدى  باگاس  عظيم 
غذا، انرژى و مواد شيميايى سودمند، هم چنين تحقيقات اندك 
انجام شده با استفاده از باگاس به عنوان منبع توليد تك  سلول 
قابليت توليد   ليپيدى و كاروتنوئيد [٣٧-٣٥]، پژوهش حاضر 
اين مواد با ارزش را از باگاس پيش فراورى شده اسيد نيتريك 

٣٩٨



٣٩٩

ليپيد  مولد  مخمر  از  استفاده  با  رقيق 
مورد ارزيابى و آزمايش قرار داد. به طور مشخص، بهينه سازى 
عمليات پيش فراورى باگاس خام در غلظت هاى متفاوت اسيد 
و زمان هاى مختلف نگه دارى حرارتى با استفاده از روش رويه 
پاسخ RSM انجام شد. سپس توليد ليپيد و كاروتنوئيد از عصاره 
هيدروليزى سم زدايى شده و سامانه پيش فراورى، هيدروليز و 
مورد  شده،  پيش فراورى  جامد  مواد   SHF جداگانه  تخمير، 

بررسى قرار گرفت. 

٢- مواد و روش ها
٢-١- مواد اوليه و آزمايشگاهى

باگاس نيشكر از كارخانه توليد شكر اميركبير خوزستان تهيه 
خشك   ٤٨  h مدت  به   ٤٥  ˚C دماى  در  شستشو،  از  پس  و 
شده، سپس در كيسه هاى پلاستيكى در دماى C˚ ٤ تا زمان 
استفاده نگه دارى شدند [٣٨]. پيش از استفاده به وسيله آسياب 
معمولى، ساخت شركت آذر آسياب، كشور ايران، مجهز به يك 
غربال cm ٣، كاهش اندازه صورت گرفته و با استفاده از الك، 

ذرات بين ١ تا cm ١/٥ جدا گرديدند. 
 4-1,3:1,4-β-D-Glucan  ,1 استفاده  مورد  سلولاز  آنزيم 

از   4-glucanohydrolase; EC 3.2.1.4

تهيه  آمريكا  كشور  آلدريچ  سيگما  شركت  از  و  شده  حاصل 
شركت  از  اسيد  ساليسيليك  نيترو  دى   ٥  ،٣ معرف  گرديد. 
آكروس آمريكا تهيه گرديد. هم چنين محيط كشت هاى جامد 
كانادا تهيه گرديدند.  از شركت كيولب   YMB مايع  YMA و 

ساير مواد شامل تارتارات مضاعف سديم پتاسيم نمك راشل، 
اسيد سولفوريك، اسيد فسفريك، n-هگزان، استون، و اتانل، از 
در  آلمان  مرك  نمايندگى شركت  از  و  بوده  آزمايشگاهى  نوع 

ايران تهيه شدند. 

٢-٢- پيش فراورى با اسيد نيتريك رقيق
نيتريك  اسيد  از  استفاده  با  اوليه  باگاس هاى  پيش فراورى 
و  وزنى  به  وزنى   %١٠ تا   ٠/٥ غلظت هاى  محدوده  در  رقيق 
زمان  نگه دارى min ٥ تا ١٨٠، با نرخ بارگذارى مواد جامد١٠% 
 ١٢١ C وزنى به وزنى و با استفاده از اتوكلاو در دماى ثابت
اوليه  به منظور تهيه مواد  انجام گرفت. سپس   ٢ bar و فشار 

عمل  تخمير،  و  سلولاز  آنزيم  توسط  آنزيمى  هيدروليز  بعدى 
مايع  از  جامد  بخش  و  گرفته  صورت  تحت خلاء  فيلتراسيون 
جدا گرديد. مواد جامد باقى مانده با آب مقطر داغ كاملاً شسته 
و در انكوباتور با دماى C˚٦٠ خشك و توزين گرديدند. سپس 
به منظور كاهش غلظت ممانعت كننده هاى موجود در عصاره 
هيدروليز شده، فرايند سم زدايى عصاره  انجام شد. بدين منظور 
هيدروكسيد سديم با غلظت g/l ٠/٥ آرام آرام به عصاره هيدروليز 
شده اضافه شده تا pH  آن به ٧ برسد. سپس با استفاده از اسيد 
فسفريك غليظ، pH ماده روى ٥/٥ تنظيم گرديد. پس از آن 
زغال فعال ١٠ درصد وزنى به وزنى به عصاره هيدروليزى اضافه 
در   ١  h مدت  به   ٢٠٠  rpm چرخش  سرعت  و   ٣٠˚C در  و 
انكوباتور شيكردار مدل ٣٠٣٢، ساخت آلمان با فركانس ٥٠/٦٠ 
Hz قرار داده شد. در پايان سوبستراى هيدروليز شده با كاغذ 

واتمن N ٠/١ فيلتر شده تا ذرات رسوب كرده جدا شده و در 
C˚١٢١ به مدت min ١٥ اتوكلاو و استريل گرديد [٣٩].

نيمه پيوسته  ليپيد وكاروتنوئيد در شرايط  توليد   -٢-٣
(Fed-batch)

 ،(٥٢٥٨) Rhodotorula glutinis var.glutinis مخمر  ابتدا 
از سازمان پژوهش هاى علمى و صنعتى ايران مركز منطقه اى 
ليوفليزه  صورت  به  صنعتى،  ميكرواورگانيسم هاى  كلكسيون 
خريدارى و در دماى C˚٤ تا زمان كشت اوليه نگه دارى گرديد. 
جامد  محيط  روى  بر  فعال سازى  منظور  به  نظر  مورد  سويه 
YMA شامل: g ٢٠ آگار، g ١٠ گلوكز، g ٥ پپتون، g ٣ عصاره 

مخمر، g ٣ عصاره مالت، lit ١ آب ديونيزه و ٦/٢= pH، كشت 
سپس  شد.  نگه دارى   ٢٢˚C آزمايشگاهى  محيط  دماى  در  و 
 ٥٠٠  ml ماير  ارلن  فلاسك  يك  به  آمده  به دست  كلنى  تك 
با  پيش توليد  محيط   ١٠٠ ml هوازى حاوى  مخصوص كشت 
٨ g/l ،٣ عصاره مخمر g/l :شامل (GMY) محدوديت نيتروژن

MgSO و g/l ٢٠ گلوكز، تلقيح و پس 
4
.7H

2
O ٠/٥ g/l ،KH

2
PO

4

از تنظيم اسيديته در مقدار ٥/٥ در انكوباتور شيكردار در دماى 
 ٢٤ h ١٨٠ قرار داده شد. پس از rpm ٢٥ و سرعت چرخش˚C

مقدار لازم از محيط پيش توليد حاوى مخمر رشد داده شده 
 ٥٠٠ ml براى رسيدن به چگالى نورى ٠/٠٢ به ارلن مايرهاى
نورى  منتقل گرديد. چگالى  از محيط كشت   ١٠٠ ml حاوى 



 
٤٠٠

٢-٤- روش هاى آناليز 
٢-٤-١- آناليز مواد جامد اوليه

جامد  مواد  مقدار  و   ،Total Solids جامدات  كل  تعيين 
از  پس  و  اوليه  جامد  مواد  در  موجود   ،Volatile Solids فرار 
پيش فراورى طبق روش هاى آزمون استاندارد شماره ١ و ٥ از 
انجام  آمريكا  پذير  تجديد  انرژى  سازمان  استاندارد هاى  سرى 

گرديد [٤١].

٢-٤-٢- سنجش ليگنين محلول، نامحلول و كاهش در ميزان 
ليگنين

سازمان   ٣ و   ٤ شماره  استاندارد  آزمون  روش هاى  براساس 
و   ASL محلول  ليگنين   ،[٤١] آمريكا  پذير  تجديد  انرژى 
نامحلول AIL در اسيد، به روش زير اندازه گيرى گرديد. ابتدا 
ml ٣ اسيد سولفوريك ٧٢% به g ٠/٣ W1، از ماده جامد كاملاً 

خشك شده اضافه شده و به مدت ٢ ساعت در بن مارى شركت 
داده  قرار   ٣٠˚C دماى  در  ايران  ساخت   -٣٤٣٠ مدل  بهداد 
به  را  اسيد  غلظت  مقطر  آب  كردن  اضافه  با  آن  از  پس  شد. 
 ١٢١˚C ١ساعت در اتوكلاو در دماى h ٤% رسانده، و به مدت
ماده  خلاء،  تحت  فيلتراسيون  انجام  از  پس  گرديد.  نگه دارى 
جامد به مدت h ٢ در دماى C˚١٠٥ به وسيله آون خشك و وزن 
W2، گرديد. سپس مواد جامد خشك را در كوره و در دماى 

C˚٥٧٥ به مدت حداقل h ٣ قرار داده و وزن خاكستر باقى مانده 

W3، را يادداشت شده و با استفاده از معادله زير مقدار ليگنين 

نامحلول در اسيد محاسبه گرديد:

    (١)

مايع حاصل از فيلتراسيون براى تعيين مقدار ليگنين محلول 
در اسيد مطابق استاندارد مربوطه در طول موج nm ٢٠٥ توسط 
دستگاه اسپكتوفتومتر قرائت گرديد. در تحقيق حاضر، در ماده 
نامحلول  ليگنين   ،%٠/١٢٢٧ اسيد  در  محلول  ليگنين  اوليه، 
در اسيد ٢٥/٦٩% گزارش شده است. در انتها پس از سنجش 
ماده  و   LU خشك  اوليه  مادة  در  اسيد  در  نامحلول  ليگنين 
ليگنين  LP درصد كاهش  از پيش فراورى  جامد خشك پس 

LP محاسبه گرديد: 

يونيكو  شركت    PC2100-uv مدل  اسپكتوفتومتر  دستگاه  با 
آمريكا ساخت چين در طول موج nm ٦٠٠  اندازه گيرى شد.

به  توليد  ، ازمحيط پيش  سپس مخمر 
با  شده،  زدايى  سم  هيدروليزى  عصاره   حاوى  مايرهاى  ارلن 
٨ g/l ،٣ عصاره مخمر g/l ،١٥/٥٧ ٠/٢ g/l مقدار قند احياء

شرايط  شد.  داده  انتقال   MgSO
4
.7H

2
O  ٠/٥  g/l  ،KH

2
PO

4

محيطى در دماى C˚٢٥، rpm ١٨٠ و ٥/٥= pH تنظيم و نمونه 
با توجه به ميزان مصرف  بردارى هر ٢٤ ساعت انجام گرديد. 
گذشته،  تحقيقات  و  ريزسازواره   در  قند 
بررسى،  مورد  هاى  سامانه  از  حاصل  قند  بيشنه  هم چنين  و 
ناپيوسته  سامانه  به جاى   ،Fed-batch پيوسته  نيمه  سامانه  از 
Batch، كه روند گذار به سامانه پيوسته Continuous، را در بعد 

تجارى بهتر نشان مى دهد، استفاده گرديد. بنابراين به منظور 
جلوگيرى از كاهش قند موجود در محيط كشت، در ساعت هاى 
٢٤ و ٤٨ به ميزان ml ٣٠ از عصاره  هيدروليز شده با محتواى 
فلاسك ها  به   ،٦/٣٤ ٠/٢ و   ٩/٦٣ ٠/٥  g/l به ترتيب  قندى 
اضافه شد Fed-batch. نمونه بردارى تا ٢٤ ساعت اول به منظور 
ml ٢ و در  اندازه گيرى وزن خشك سلولى، قند مصرف شده 
٤٨ و ٧٢ ساعت ديگر علاوه بر آن به منظور اندازه گيرى ليپيد 
نمونه ها  انجام شد.  هركدام  براى   ١٠ ml ميزان  كاروتنوئيد  و 
سرعت  با  ايران،  ساخت  شاخه   ١٦ سانتريفيوژ   از  استفاده  با 
چرخش rpm ٦٠٠٠ به مدت min ١٠ سانتريفيوژ شده و فاز 
بالاى شفاف از سلول ها جدا و براى بررسى  هاى بعدى در دماى 

C˚٢٠-  نگه دارى شدند. 

ليگنين  كاهش  درصد  سازى  بهينه  از  پس  هم چنين 
در  پيش فراورى،  فرايند  از  حاصل  باقى مانده  جامد  درماده 
آنزيم  توسط  آنزيمى  هيدروليز  از  استفاده  با  دوم  مرحله 
 ٥٠˚C u ١٥ بر هر گرم باگاس، در دماى  به ميزان  سلولاز، 
مدل  شيكردار  انكوباتور  در   ١٢٠  rpm چرخش  سرعت  با 
٣٠٣٢، ساخت آلمان با فركانس HZ ٥٠/٦٠، روند شكستن 
قند  حاوى  مايع   .[٤٠] گرديد  كامل  سلولزى  تركيبات 
عصاره   از  سپس  و  شده  استفاده  اوليه  سوبستراى  به عنوان 
هيدروليزى سم زدايى شده به ميزان ml ٣٠ حاوى به ترتيب 
٥/٨٣، قند احياء در ساعات ٢٤  ٦/٦٨  و ٠/٠٥ ٠/٠١ g/l

و ٤٨ به فلاسك ها اضافه گرديد. 
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٤٠١

مقدار ml ١ از لايه زيرين كه حاوى متيل استراسيدهاى چرب 
آناليز جدا گرديد. متيل استر  براى  كلروفرم است،  FAME در 

استفاده  با  گازى  كروماتوگرافى  روش  به  چرب  اسيدهاى 
تزريق  محفظه  به  مجهز   GC 7890 MS 5975 دستگاه  از 
گرفت.  انجام  جرمى  نوع  شناساگر  و   Split/splitless مدل 
جداسازى نهايى مولكول ها به وسيله يك ستون كروماتوگرافى 
  ،٠/٢٥  µm  ×  ٣٢٠  µm  ×  ١٠٠m مشخصات  با   HP-88

Agilent, California, USA صورت پذيرفت. از گاز هليوم با نرخ 

جريان ml/min ١/١ به عنوان گاز حامل استفاده گرديد. دماى 
آون به مدت min ١٠ پس از تزريق در C˚١٠٠ نگه دارى و سپس 
 ٣٠ min ٢١٠ رسيده و˚C ١٠ بر دقيقه به دماى نهايى˚C با نرخ
تفكيك  و  پيك ها  تشخيص  منظور  به  ماند.  باقى  دما  اين  در 
اسيدهاى چرب مختلف از يك تركيب استاندارد حاوى ٣٧ نوع 
اسيد چرب Sigma-Aldrich، استفاده گرديد. به منظور اندازه 
گيرى محتواى ليپيد، ابتدا ml ٥٠ از مايع محيط كشت برداشته 
 ٦٠٠٠ rpm ١٠ با سرعت چرخش min و در سانتريفوژ به مدت
بند ٢-٤-٤، خشك و وزن  سانتريفوژ گرديد. سلول ها مطابق 
اسيد   ٢  ml با   W

B
نمونه  از   ٠/٠٢ تا   ٠/٠١  g ميزان  شدند. 

هيدروكلريك ٤ مولار به مدت ٢ ساعت در دماى C˚٦٠ قرار 
داده شد. سپس به توده هيدروليز شده با اسيد، ml ٤ متانول-
در  الى ٣ ساعت در شيكر   ٢ به مدت  و  اضافه  كلروفرم ١:١، 
دماى محيط نگه دارى شد. پس از آن توسط سانتريفوژ فاز آبى 
بالايى از فاز آلى پايين جدا گرديد. فاز آلى پايينى حاوى كل 
W توسط پيپت پاستور جدا و در دسيكاتور در 

L
محتواى ليپيد 

دماى محيط خشك گرديد. به منظور سنجش محتواى ليپيد 
LC از معادله (٣) استفاده شد [٣٦].

     (٣)

٢-٤-٦- استخراج  و اندازه گيرى كاروتنوئيد
جداسازى كاروتنوئيد از محيط كشت بر اساس روش اصلاح 
شده، به صورت ذيل صورت گرفت: ml ١٠ از مايع محيط كشت 
طبق  شدن  خشك  از  پس  و  شسته  سانتريفوژ،  عمل  از  پس 
با  از سلول خشك شده  الى ٢٠   ١٠ mg ميزان  بند ٢-٤-٤، 
ترازو مدل سارتوريوس ساخت كشور آلمان، با دقت ٠/٠٠٠١ 

    (٢)

٢-٤-٣- تعيين قندهاى احياء
دى  معرف  از  استفاده  با  احياء  قندهاى  غلظت  بررسى 
منظور  به  گرفت.  انجام   ،DNS اسيد  نيتروساليسيليك 
 ٣٠٠ g و DNS ١٠ از معرف g آماده سازى محلول مورد نظر ابتدا
  ٨٠٠  ml به  راشل  نمك  سديم-پتاسيم  مضاعف  تارتارات 
هيدروكسيد سديم N ٠/٥ اضافه گرديد. محلول حاصل را به 
منظور حل شدن كامل مواد به آرامى حرارت داده و در انتها با 
استفاده از آب مقطر حجم كل آن به يك ليتر رسانده شد. به 
 ٤ ml ١ از نمونه در ml ،منظور بررسى غلظت قندهاى احياء
DNS كارى حل و به مدت  min ٥ درون بن مارى در دماى 

بين C˚١٠٠-٩٠ قرار داده شد. پس از آن بلافاصله با استفاده از 
آب يخ، محلول را سرد كرده و سپس با قرار دادن آن در حمام 
آب  C˚٢٥ دماى محلول به دماى محيط رسيد. سپس ميزان 
جذب نمونه ها در طول موج nm ٥٤٠ با دستگاه اسپكتوفتومتر 
قرائت گرديد. منحنى استاندارد گلوكز بعد از تهيه غلظت هاى 

مختلف از گلوكز، به همين روش به دست آمد [٤٢].

٢-٤-٤- وزن خشك سلولى
به منظور پايش رشد ريزسازواره ها، وزن خشك سلولى پس 
نمونه ها  ابتدا  گرديد.  ثبت  و  محاسبه  روزانه  بردارى  نمونه  از 
سانتريفيوژ شده و فاز بالاى شفاف از سلول ها جدا و براى تعيين 
قند هاى احياء در دماى  C˚٢٠- نگه دارى شدند. سلول ها بعد 
در دماى   و  ديونيزه سانتريفيوژ شده،  آب  با  دوبار شستشو  از 
C˚٦٠ به مدت h ٢٤ تا رسيدن به وزن ثابت، خشك گرديدند.

٢-٤-٥- استخراج و اندازه گيرى ليپيد
از نمونه ميكروبى درمحيط كشت  استخراج تركيبات ليپيد 
اصلى با استفاده از روش بلاى وداير اصلاح شده انجام گرفت 
[٤٣]. براى اين منظور mg ١٠ الى ٢٠ از سلول خشك شده 
جدا و درون لوله آزمايش قرار داده، سپس ml ٢ محلول ١٥% 
متانول در اسيدسولفوريك به همراه ml ٢ از محلول كلروفرم 
به آن اضافه و به مدت h ٥ جوشانده شدند. سپس ml ١ آب 
ديونيزه اضافه و پس از يك شبانه روز نگه دارى در دماى محيط، 
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٤٠٢

وزن شد. ml ٢ از حلال n-هگزان-استون-اتانول  با نسبت هاى 
هاون  در  سپس  گرديد.  اضافه  نمونه  به   ،٢٥٠ و   ٢٥٠  ،٥٠٠
براى شكستن سلول هاى مخمر و آزاد شدن كاروتنوئيدها عمل 
سايش تا زمانى كه سلول ها بى رنگ شدند ادامه يافت [٤٦-٤٤]. 
 nm ٢٠ توسط دستگاه اسپكتوفتومتر در طول موج h از  بعد 

٤٥٠ قرائت و طبق معادله (٤) محاسبه گرديد. 

    (٤)
 

V: حجم  : ضريب حلال،  A: جذب،      رابطه فوق  كه در 
W: وزن توده خشك سلولى مورد استفاده را نشان  و  حلال  

مى دهد [٤٧].

٢-٥- طرح آزمايشى، روش هاى آناليز آمارى و بهينه سازى
پيش  اثر   ، پاسخ  روية  روش  آزمايشى  طرح  از  استفاده  با 
بازه  در  نيتريك،  اسيد  توسط  نيشكر  باگاس  اسيدى  فراورى 
غلظت ٠/٥ تا ١٠% و بازه زمانى ٥ تا min ١٨٠، بر متغيرهاى 
واكنشى وابسته شامل: كاهش مقدار ليگنين نسبت به ميزان 
هيدروليزى،  عصارة  در  شده  آزاد  احياء  قند  مقدار  و  اوليه 
آزمايشهايى بر اساس روش روية پاسخ چند عاملى طراحى و 
انجام شد (جدول ١). تجزيه و تحليل نتايج با استفاده از نرم 
گرديد.  تعيين  بهينه  مقدار  و  انجام  نسخه ١٧   Minitab افزار 
بين  مناسب  تقريبى  يافتن يك تابع  اولين گام،  اين روش  در 
مجموعه متغير هاى كنترلى و واكنشى است. اين تابع تقريبى 
مانند  كنترلى  متغيرهاى  از  يك چند جمله اى  معمول  به طور 

فرمول ٥، است:

              (٥)

 β
0
 ،βi ،βii ،βij پاسخ،  مقدار   y متغير  فوق  رابطه  در  كه 

ضرايب رگرسيون، K تعداد متغير هاى مستقل و ε مقدار خطا 
را نشان مى دهد [٤٨]. در روش روية پاسخ به منظورتخمين 
كد  مقادير  داراى  بايد  كنترلى  متغيرهاى  تابع،  پارامترهاى 
انجام   ،(٦) معادله  با  گذارى  كد  اين  باشند  شده  گذارى 

مى شود.

       (٦)

 X
i
x مقدار كد گذارى شده متغير كنترلى i و 

i
در اين رابطه، 

X ميانه بازه حقيقى متغير 
o
مقدار حقيقى آن است. هم چنين 

X  تغيير پله اى يا به عبارتى قدر مطلق اختلاف 
i
كنترلى i و  

بين ميانه و مقدار داده بعدى يا قبلى آن مى باشد.

پروفيل  اساس  بر  توليدى  ليپيد  خواص  بررسى   -٢-٦
اسيدهاى چرب

مى كنند،  برآورد  را  توليدى  ليپيد  كيفيت  كه  پارامترهايى 
مانند درجه غير اشباعى، انديس يدى، انديس صابونى شدن، 
استر  متيل  مولكولى  ساختار  به  مخصوص  وزن  و  گرانروى، 
اسيدهاى چرب FAME، موجود در آن بسيار وابسته مى  باشند. 
اين ساختار مولكولى با توجه به طول زنجيره كربنى، هم چنين 
بسيار  مى تواند  موجود،  دوگانه  پيوندهاى  موقعيت  و  تعداد 
چرب  اسيدهاى  مشخصات  استخراج  از  پس  باشد.  متفاوت 
مقدار  مولكولى،  ساختار  گازى،  كروماتوگرافى  توسط  توليدى 
خواص  تعيين  به منظور  آمده  به دست  چرب  اسيدهاى  نوع  و 
غذايى ليپيد توليدى به وسيله مخمر، مورد استفاده قرار گرفت. 
اين خواص با روابط ارائه شده در منابع معتبر و جمع آورى و 
دسته بندى آن ها توسط نصيريان و همكاران مورد محاسبه قرار 

گرفتند [٤٣].

٣- نتايج و بحث
٣-١- پيش فراورى

٣-١-١- تأثير پيش فراورى بر كاهش ليگنين
پس از عمليات پيش فراورى با اسيد نيتريك رقيق، جداسازى 
آزمايش  گرفت.  صورت  جامد  و  هيدروليزى  عصارة  بخش 
طراحى شده، نتايج آزمايش ها و هم چنين داده هاى حاصل از 
مدل درجه دو حاصل از روش روية پاسخ در جدول (١) ارائه 
واقعى غلظت  مقادير  اثر  از  شده است. مدل درجه دو حاصل 
 (LR) بر درصد كاهش ليگنين (B) و زمان نگه دارى (A) اسيد

با معادله (٧) ارائه گرديد: 
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٤٠٣
ش فراورى

س از پي
ش مقدار ليگنين نامحلول در اسيد پ
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مقادير مثبت ضرايب رگرسيون همگرايى و ضرايب منفى عدم 
آن  را با نتايج حاصل از كاهش ليگنين نشان مى دهند. مقادير 
بالاى ضريب تبيين ٠/٩٥٤ و ضريب تبيين تعديل شده ٠/٩٢٥ 
نشان از تطابق خوب مقادير واقعى و پيش بينى شده دارد. غير 
معنى دارى آزمون عدم برازش نشان دهنده معتبر بودن مدل به 
منظور پيش بينى اثر متغيرها بر پاسخ است. هم چنين جدول 
(٢)، خلاصه تجزيه واريانس اثر متغيرهاى كنترلى مورد مطالعه 
كه  همان طور  مى دهد.  نشان  را  ليگنين  كاهش  درصد  روى 
متغيرهاى  تاثير  دوم  درجه  مى شود، مدل  در جدول مشاهده 
p)، بود.  كنترلى بر بازده كاهش ليگنين بسيار معنى دار (٠/٠١
زمان  و  اسيد  غلظت  اصلى  اثرات  مستقل  متغيرهاى  ميان  از 
نگه دارى، و عبارت درجه دوم غلظت اسيد در سطح معنى دارى 
٥% و زمان نگه دارى در سطح معنى دارى ١٠% معنى دار بودند، 
تأثير  نگه دارى  زمان  و  اسيد  غلظت  متقابل  اثر  درحالى كه 
از  هريك  نسبى  اهميت  نداشت.  پاسخ  متغير  بر  معنى دارى 

جملات در ستون p بيان شده است. 
غلظت  كنترلى  متغير  بين  هم كنشى  بر  اثر   ،  (١) شكل 
اسيد و مدت زمان نگه دارى بر درصد كاهش ليگنين، را نشان 
مى دهد. همان طور كه نمايان است ابتدا با افزايش غلظت اسيد 
از ٠/٥ تا حدود ٥% برداشت ليگنين صعودى و از حدود ١٠% 
تا بيش از ٨٠% ادامه پيدا مى كند، اما پس از آن تا غلظت ١٠% 

نمودار كاهش و تا حداكثر حدود ٩٣% ادامه مى يابد. هم چنين 
با افزايش غلظت زمان نگه دارى كم ترى براى برداشت ليگنين 
مورد نياز مى باشد. نتايج حاصل نشان از اثر كم تر زمان نگه دارى 
نسبت به غلظت دارد. كم ترين كاهش در محدوده غلظت ٠/٥% 
كاهش  بيش ترين  و   %١/٩٣٥٢ حدود   ،٥  min زمان  و  اسيد 
 ٧٥ min بين  زمان  و  اسيد  بالاى ٥/٢٥%  غلظت  در محدوده 
آزمايشى،  به طرح  توجه  با  آمد.  به دست  تا١٨٠حدود ٩٣/٢% 
با   ١١٨/٧٥  min زمان  در   %٦/٦٧ اسيد،  غلظت  بهينه  مقدار 
كاهش ٩٣/٤% ليگنين نامحلول در اسيد مشخص گرديد. چونگ 
و همكاران، با استفاده از پيش فراورى اسيدى توانست ٢٣/٩% 
ليگنين موجود در باگاس نيشكر را كاهش دهند [٣٣]. كاپيچى 
با  و همكاران، كومارى و داس و هم چنين هانگ و همكاران، 
استفاده از پيش فراورى قليايى باگاس نيشكر  به ترتيب حدود 
را برآورد كردند كه  ٢٦/٦، ٦٠ و ٦٥/٤ درصد كاهش ليگنين 
نشان از مؤثر بودن روش به كار رفته در اين تحقيق نسبت به 

ساير پژوهش هاى انجام شده است [٥١-٤٩].

قابل  قندهاى  آزادسازى  بر  پيش فراورى  تأثير   -٣-١-٢
تخمير

مطابق  پيش فراورى،  عمليات  راندمان  ارزيابى  منظور  به 

جدول (٢)  آناليز واريانس اثر متغيرهاى كنترلى(زمان نگه دارى و غلظت اسيد) بر درصد كاهش ليگنين
Table 2 ANOVA of quadratic response surface model and regression coefficient of control variables (heating retention time and acid 

concentration) effect on percentage of lignin reduction 

منبع
source

درجه آزادى
Degrees of freedom

ميانگين مربعات
Mean squares

F ارزش
Value- F

pارزش
 p-Value

Prob>F

مدل 
model

51760.333.30.000

غلظت اسيد
 Acid concentration (A)

15029.195.30.000

زمان ماند حرارتى 
 Heating retention time  (B)

1619.0011.70.009

A²11793.333.70.000

B²1251.874.70.06

AB10.850.020.902

عدم برازش 
Lack of Fit

339.50.650.616
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                                                         (a)                                                                                                              (b)

١٢١ ˚C  دوبعدى اثر متغييرهاى زمان حرارت دهى (دقيقه) و غلظت اسيد (درصد) بر درصدكاهش ليگنين در دماى ثابت (b نموار سه بعدى و (a  (١) شكل
Fig. 1 a) Surface and b) contour plots for interactive effect of heating retention time (min) and acid concentration (%) on percentage of lignin 

reduction (LR) at 121˚C

احياء در عصارة هيدروليزى  آزمايش هاى جدول (١) قندهاى 
پس از هر عمليات با روش DNS مورد سنجش قرار گرفتند. 
و  نيتريك  اسيد   %٠/٥ در  تخمير  قابل  قند  مقدار  بيش ترين 
مقدار  كم ترين  و   ١٥/٥  g/l معادل  نگه دارى  زمان   ١٨٠  min

در  آمد.  به دست   ٥  min و   %٠/٥ غلظت  در   ٤/٢  g/l معادل 
جدول (٣) آناليز واريانس مدل و متغيرهاى تأثيرگذار بر پاسخ 
ارائه شده است. همان طور كه مشاهده مى شود مدل درجه دو 
درصد  احتمال ١  در سطح  پاسخ  روية  روش  با  آمده  به دست 
تبيين ٠/٩٣٦، ضريب تبيين  و با ضريب  كاملاً معنى دار بوده 
تعديل شده ٠/٨٩٧ و معنى دار نبودن آزمون عدم برازش مدل، 
توانايى قابل قبول مدل در پيش بينى داده هاى پاسخ قند احياء، 
نشان  را  پيش بينى  و  واقعى  داده هاى  خوب  خيلى  تطابق  و 
مى دهد. مطابق جدول (٣) تأثير غلظت اسيد، مربع غلظت و 
زمان نگه دارى و اثر متقابل غلظت اسيد و زمان نگه دارى كاملاً 
معنى دار در سطح احتمال ١ درصد و اثر اصلى زمان نگه دارى 
معنى دار نبود. مدل به دست آمده به منظور استفاده در ترسيم 
رويه ها و بررسى تأثير متغيرهاى كنترلى غلظت اسيد و زمان 
نگه دارى بر آزادسازى قندهاى احيا به صورت زير ارائه گرديد:

  (٨)

متغير  بر  نگه دارى  زمان  و  اسيد  غلظت  كنشى  برهم  اثر   

2

2

g
RS 3.92 1.35 A 0.029 B 0.102 A

L

0.0002 B 0.007 AB

      
 

 

وابسته قند احياء در شكل (٢) با استفاده از نمودار دوبعدى و 
سه بعدى ترسيم شده نشان داده شده است. همان طور كه در 
شكل مشاهده مى شود، در محدوده غلظت اسيد كم تر از ٣% و 
زمان نگه دارى بيش تر از min ١٦٥ بيش ترين مقدارهاى قند به 
ميزان بيش تر از g/l ١٥ آزاد گرديد. مقدار بهينه غلظت اسيد 
٠/٥% و زمان نگه دارى min ١٨٠ توسط مدل محاسبه گرديد، كه 
 ١٥/٥٧ g/l در اين مقدار از غلظت اسيد و زمان نگه دارى حدود
قندهاى احياء پيش بينى و اعتبارسنجى شد. چانگ و همكاران، 
 ٩/٣  min نگه دارى  زمان  و   %٦ نيتريك  اسيد  غلظت  با 
در  موجود  احياء  قندهاى   %٢٣/٥١ ميزان   ،١٢٢˚C دماى  و 
باگاس نيشكر را جداسازى كردند [٣٣]. لاوپيبون و همكاران، 
باگاس نيشكر را با اسيد هيدوركلريك ٠/٥% در h ٥ و دماى 
C˚١٠٠ پيش فراورى كرده و ميزان قندهاى احياء را به ٢٥/٣٨% 

رساندند [٢٧]. ميزان قند توليد شده در تحقيق حاضر احتمالاً 
آزمايشگاهى  خطاهاى  نيز  و  بالا  دهى  حرارت  زمان  دليل  به 
نسبت به مقالات ديگر كم شده است. حرارت دهى بالا خود 
يكى از عوامل مهم در از بين رفتن ساختارهاى كلى سلولز و 
همى سلولز و به دنبال آن تخريب ساختارهاى قندها مى باشد. 
با توجه به طرح آزمايشى رويه پاسخ، اين مقدار اسيد و زمان 
بقيه غلظت و زمان ها بيش ترين قند را توليد كرده  به  نسبت 
است. به همين دليل در اين تحقيق از اين غلظت استفاده شده 

است.



 

                                                         (a)                                                                                                              (b)

١٢١ ˚C  دوبعدى اثر متغييرهاى زمان حرارتى (دقيقه) و غلظت اسيد (درصد) بر آزاد سازى قندهاى احياء در دماى ثابت (b نموار سه بعدى و (a  (٢) شكل
Fig. 1 a) Surface and b) contour plots for interactive effect of heating retention time (min) and acid concentration (%) on reducing sugar 

release at 121˚C

٣-١-٣ رشد سلولى و مصرف سوبسترا
روند  مى شود،  مشاهده   ٤ و  در شكل هاى ٣  كه  همان گونه 
كشت هاى  محيط  در  سوبسترا  مصرف  و  سلولى  توده  رشد 
حاوى گلوكز به عنوان شاهد، عصارة هيدروليزى و قند حاصل 
از روش تخمير و هيدروليز جداگانه SHF، در مدت ٣ روز مورد 
پايش قرار گرفت. لازم به ذكر است با توجه به ميانگين مصرف 
روزانه سوبسترا توسط مخمر  مقدار لازم 
محيط هاى  به  باگاس  اسيدى  هيدروليز  از  حاصل  احياء  قند 
عصارة هيدروليزى و SHF اضافه و به حجم اوليه رسانده شد. 
نمونه بردارى هر ٢٤ ساعت انجام و مقدار رشد مخمر و مصرف 
قند ثبت گرديد. همان طور كه انتظار مى رفت رشد مخمر در 
 ١٠/٦٩ زمان مصرف بستر حاوى گلوكز به بيشينه خود ٢/٧٦
١٧/٩١ قند رسيد. در  ٠/١٤ g/l ٧٢ و مصرف كلى h پس از
محيط حاوى عصارة هيدروليزى مخمرها با يك سير صعودى 
 ٦/١٥ ٠/٦١  g/l به  احياء  قند   ٢٣/٣٨ ٠/٠٤ مصرف  با 
 g/l برابر   SHF سامانه  براى  مقدار  اين  حالى كه  در  رسيدند، 
٩/٨٦ قند احياء بود.  ٠/٠١ g/l ٤/٣٤ در مقابل مصرف ٠/٢٣
اين شاخص  نهايت  در  سلولى،  رشد  راندمان  محاسبه  از  پس 
احياء،  قند  گرم  به  سلولى  ٠/٥٩توده   g گلوكزى  بستر  براى 
و  احياء  قند  گرم  به  سلولى  توده   ٠/٢٦ g هيدروليزى  عصارة 
برآورد  احياء  قند  گرم  به  سلولى  ٠/٤٤توده   g  ،SHF سامانه 
گرديد. مقدار پايين قند احياء در سامانه SHF و در ٢٤ ساعت 

اول مى تواند دليل كم بودن رشد مخمرها نسبت به دو سامانه 
ديگر در اين مرحله باشد. نرخ توليد توده سلولى در روز اول در اين 
 ٠/٠٩١ g/L/h ٠/٠٦١ بود در حالى كه در روز دوم به g/L/h سامانه
و در نهايت يه g/L/h ٠/٠٢٧ رسيد. با توجه به حضور كربن مازاد 
در محيط كشت گلوكزى و عصارة هيدروليزى بيشنه نرخ توليد 
توده سلولى در روز دوم g/L/h ٠/١٥٥ براى بستر گلوكزى و در 
روز اول براى بستر عصارة هيدروليزى g/L/h ٠/١١٤ به دست 
با كشت  انشائيه و همكاران ميزان توليد توده زيستى را  آمد. 
شده  سم زدايى  و  هيدرليز  مايع  در   
 ١٢/٣٦ g/l ، ٩٦ h چمن در مدت زمان گرمخانه گذارى معادل
اندازه گيرى كردند [٣٦]. برار و همكاران، اين ميزان را با كشت 
گلوكز،  حاوى  محيط هاى  در  تريكوسپورون  مخمر  گونه هاى 
گليسرول و مايع هيدروليز شده باگاس نيشكر غنى شده با زايلوز 
 ٢٥/٢٨ ٠/٢٥ g/l ٣٢/٨٦ و ٣٥/٩٨ ، ٠/١٢ به ترتيب، ١/٢٧

در مدت زمان انكوباسيون h ١٢٠، گزارش داده اند [١].

٣-١-٤- توليد ليپيد و كاروتنوئيد 
سوبستراهاى  در  كاروتنوئيد  و  ليپيد  محتواى   (٤) جدول 

مختلف در روزهاى دوم و سوم را نشان مى دهد. مخمر 
از ٣  با يك روند صعودى پس   در محيط گلوكزى 
٢٧/٣٣ درصد وزن خشك سلولى  روز به محتواى ليپيد ١/٠٦
 SHF دست پيدا كرد. در حضور قندهاى احياء حاصل از سامانه

٤٠٦



شكل (٣) رشد تودة سلولى با استفاده از مخمر  در بسترهاى حاوى گلوكز و قند احياء حاصل از هيدروليز اسيدى و آنزيمى
Fig. 3 Cell mass growth of Rhodotorula glutinis on glucose and liberated reducing sugar from acid and enzyme hydrolysis processes

شكل (٤) روند مصرف و افزودن قندهاى احياء در تخمير بسترهاى حاصل از هيدروليز اسيدى، سامانه SHF و گلوكز (بدون افزودن گلوكز) در شرايط 
نيمه پيوسته با استفاده از مخمر  در ساعت هاى ٢٤ و ٤٨

Fig. 4 Trend of reducing sugar consumption and supplementation from Rhodotorula glutinis cultured with glucose (without supplementing), 

acid hydrolysis and SHF system through the fed-batch mode at 24 and 48 h post inoculation   

 ١٥/٤٣ ١٠/٩ در روز دوم به ٠/٧٦ اين روند صعودى از ٢/٤٠
درصد وزن خشك سلولى در روز سوم رسيد. افزودن قند احياء 
پس از ٢٤ ساعت به اين روند صعودى كمك نمود، اما مخمر در 

محيط كشت حاوى قندهاى احياء حاصل از هيدروليز اسيدى 
٢٢/١٤ رسيد اما پس از آن  ابتدا با يك شيب مناسب به ١/٠٣
١٩/٥٢ درصد وزن خشك سلولى  با اندكى كاهش مقدار ١/٣٤

٤٠٧



 
جدول (٣) آناليز واريانس اثرمتغيرهاى غلظت اسيد و زمان نگه دارى برآزاد سازى قندهاى احياء

Table 3 ANOVA of quadratic response surface model and regression coefficient of control variables (heating retention time and acid concen-
tration) effect on reducing sugar release 

منبع
source

درجه آزادى
Degrees of freedom

ميانگين مربعات
Mean squares

F ارزش
F-Value

pارزش
 p-Value

Prob>F

مدل 
model

522.323.60.000

غلظت اسيد
 Acid concentration (A)

11920.10.002

زمان ماند حرارتى 
 Heating retention time  (B)

13.23.40.101

A²115.216.10.004

B²16.67.00.029

AB137.1439.40.000

عدم برازش 
Lack of Fit

30.70.70.572

جدول (٤) ميزان توليد كاروتنوئيد و ليپيد توسط  در محيط كشت با محدوديت نيتروژن با استفاده از بسترهاى حاوى گلوكز و قند 
حاصل از هيدروليز اسيدى و سامانه پيش فراورى، هيدروليز و تخمير جداگانه (SHF) باگاس

Table 4  Lipid and carotenoid synthesis by Rhodotorula glutinis cultured with glucose, and reducing sugar from acid hydrolysis and SHF 
systems in limited-nitrogen medium

زمان (ساعت)
(Time(h

ليپيد (درصد وزن خشك سلولى)
(Lipid  (% dcw

كاروتنوئيد (ميكرو گرم بر گرم وزن خشك سولى)
(Carotenoid (µg/g dcw

ساعت
Hour

گلوكز
Glucose

عصارة هيدروليزى
Hydrolysis

SHFگلوكز
Glucose

عصارة هيدروليزى
Hydrolysis

SHF

4823.05±0.0822.14±1.0310.90±2.40131±18131±3237±43

7227.33±1.0619.52±1.3415.43±0.76168±6799±14189±13

را نشان داد. احتمالاً حضور مقدارى از مواد بازدارنده تخمير باعث 
كاهش رشد و هم چنين تجمع كم تر ليپيد در سلول ها نسبت به 
محيط شاهد شده است. ليو و همكاران، توليد چربى با استفاده 
از قند احياء حاصل عصاره هيدروليزى و سم زدايى شده به دست 
آمده از پيش فراورى ساقه ذرت با دو مرحله افزودن نيتروژن در يك 
  ٧٠/٨ g/l را ، بيوراكتور ٥ ليترى، توسط مخمر 
دادند [١٠]. هم چنين زو  را ٤٢/٢% گزارش  ليپيد  محتواى  و 

توسط  ليپيد  توليد  بررسى  همكاران،  و 
مورد  را  كشت  محيط  به عنوان  فاضلاب  تخمير  از  استفاده  با 
فاضلاب،  محيط  به  گلوكز  افزودن  از  و پس  داده   قرار  بررسى 
تورة سلولى و محتواى ليپيد را به ترتيب، حدود g/l ٢٥ و ٢٠% 

اندازه گيرى كردند [١٧].

محيط  در  مى شود،  مشاهده   (٤) جدول  در  كه  همان گونه 
حداكثر  به  توليدى  كاروتنوئيد  محتواى  گلوكز  حاوى  كشت 
رسيد.   ٧٢  h از  پس   ١٦٨ ٦٧ سلولى)  خشك  وزن   µg/g)
درحالى كه در حضور قندهاى احياء حاصل از هيدروليز آنزيمى 
بيش ترين  ريزسازواره  اين  از ٢٤ ساعت  SHF پس  در محيط 
را   ٢٣٧ وزن خشك سلولى) ٤٣  µg/g) كاروتنوئيد  محتواى 
در بين كل آزمايش ها تجربه كرد. اين توليد بيشينه مى تواند 
 ٢٤ در  آنزيمى  هيدروليز  از  حاصل  مناسب  قندهاى  دليل  به 
بيش تر  توليد  قابليت  نشان دهنده  باشد. كه  اول رشد  ساعت 
مخمر   توسط  ليپيد  به  نسبت  كاروتنوئيد 
در حضور قندهاى احياء مى باشد. در اين محيط در نهايت پس 
١٨٩ كاروتنوئيد  از ٧٢ ساعت (µg/g وزن خشك سلولى) ١٣

٤٠٨



توليد گرديد. در محيط كشت حاوى عصارة هيدروليزى ابتدا 
ساعت  ٧٢ از  پس  و  آزمايش  انتهاى  در  سپس  و   ١٣١ ٣

موسوى  گرديد.  توليد   ٩٩ ١٤ سلولى)  خشك  وزن   µg/g)
نسب و همكاران، بيش ترين ميزان كاروتنوئيد در محيط كشت 
حاوى ملاس نيشكر و عصاره مخمر و نيز Tween 80 پس از ٨ 
روز، توسط ردوترولا گلوتنيس µg/g ١٦٧٠ وزن خشك سلولى 

گزارش داده است [٥٢]. 

٣-١-٥- پروفايل اسيدهاى چرب
پروفايل اسيدهاى چرب شاخص، كه بيش ترين سهم را در 
ليپيد توليدى توسط مخمر  داشتند، پس از 
سه روز در شكل (٥) ارائه شده است. در تمامى بسترها اسيد 
اولئيك بيش ترين سهم را به خود اختصاص داده بستر گلوكزى 
٤١/١٩، عصاره هيدروليزى ٣٣/٦٥ و تخمير و هيدروليز جداگانه 
٤١/٩٧% است. پس از آن اسيد پالميتيك به ترتيب با ٢٦/٩٢، 
٢٩/٩٥ و ٢٥/١٦% قرار گرفته و اسيد استئاريك و لينولنيك هم 
سهم قابل توجهى در تمامى بسترها داشته اند. برار و همكاران، 
محيط هاى حاوى  در  تريكوسپورون  مخمر  كشت گونه هاى  با 
گلوكز، گليسرول و مايع هيدروليز شده باگاس نيشكر غنى شده 
با زايلوز بيش ترين مقدار اسيد چرب، مربوط به اسيد اولئيك 

                                                       

شكل (٥)پروفايل اسيدهاى چرب شاخص توليدى توسط مخمر  در محيط كشت با محدوديت نيتروژن با استفاده از بسترهاى حاوى 
(SHF) گلوكز و قندهاى احياء حاصل از هيدروليز اسيدى و سامانه پيش فراورى، هيدروليز و تخمير جداگانه

Fig. 5 Fatty acid profiles of Rhodotorula glutinis cultured with nitrogen-limited media on glucose, and reducing sugar from acid hydrolysis 

and SHF systems

اسيد  دادند.  گزارش   %٥٤/٦٦ و   ٤٦/٤٨  ،٥٠/٠٥ به ترتيب، 
نيز در بسترهاى  پالمتيك، اسيد لينولئيك و اسيد استئاريك 
اسيدهاي چرب  تركيبات   .[١] داشته اند  بسزايى  مذكور سهم 
نصيريان،  تحقيق  در  توسط   توليدي 
در غلظت هاى متفاوت گلوكز و گليسرول به طور عمده شامل 
گزارش شده  لينولئيك  اسيد  و  پالمتيك  اولئيك،  اسيد  اسيد 
در  اشباع  تك  چرب  اسيدهاى  درصد  هم چنين   .[٤٣] است 
بستر گلوكزى و تخمير و هيدروليز جداگانه از اسيدهاى چرب 
تغيير  هيدروليزى  بستر  در  نسبت  اين  اما  بود،  بيش تر  اشباع 
نمود. احتمالاً وجود تركيبات حاصل از هيدروليز اسيدى باگاس 
بر مكانيسم توليد ليپيد تأثيرگذار بوده است. به همان نسبت 
هيدروليزى  عصارة  در  توليدى  ليپيد  بودن  غيراشباع  درجه 
پايين تر از بقيه قرار گرفت. اگرچه مقدار بالاى اسيد اولئيك از 
ديدگاه صنايع غذايى مطلوب است، اما افزايش اسيد پالميتيك 
نيز كاربرد ليپيدهاى توليدى در فراورده هايى مانند مارگارين و 
شورتنينگ را افزايش مى دهد. مقدار بالاى آن باعث شكل گيرى 
دارد  اهميت  محصولات  اين  در  كه  مى شود   β كريستال هاى 
از  و  كاهش  را  و شورتنينگ  مارگارين  در  استئارين  به  نياز  و 
نظر تغذيه اى نسبت به اسيد استئاريك مشكلات كم ترى دارد. 
هم چنين ميزان بالاى اسيد لينولئيك كيفيت تغذيه اى مطلوب 

٤٠٩



 
جدول (٥) برخى خواص فيزيكى ليپيد توليدى توسط مخمر  در محيط كشت با محدوديت نيتروژن با استفاده از بسترهاى حاوى 

(SHF) گلوكز و قندهاى احياء حاصل از هيدروليز اسيدى و سامانه پيش فراورى، هيدروليز و تخمير جداگانه
Table 5 Selected physical properties of synthesized lipid from Rhodotorula glutinis cultured with nitrogen-limited media on glucose, and 

reducing sugar from acid hydrolysis and SHF systems

خواص فيزيكى ليپيد توليدى
Physical properties of synthesized lipid

نوع بستر
Substrate

گلوكز
Glucose

پيش فراورى، هيدروليز و تخمير جداگانه
SHF

عصارة هيدروليزى
Acid hydrolysis

اسيدهاى چرب اشباع 
 Saturated fatty acids

37.6238.9543.32

اسيدهاى چرب تك اشباع 
 Mono-unsaturated fatty acids

41.1941.9733.65

اسيدهاى چرب چند اشباع 
 Poly-unsaturated fatty acids

15.1411.6611.94

درجه غير اشباعيت 
Non-saturation degree

71.4765.2957.53

 گرانروى
Viscosity (mm2/s)

4.734.784.83

وزن مخصوص 
Specific gravity

0.8760.8760.875

انديس يدى 
Iodine index

67.7461.9556.29

انديس صابونى
saponification Index 

191188182

در  پايدارى  عدم  آن  از حد  بيش  مقدار  ولى  مى دهد،  ارائه  را 
روغن توليدى را به وجود مى آورد. از ديدگاه صنعت غذا محدود 
استئاريك،  پالميتيك،  اسيد  به  اسيدهاى چرب  پروفيل  شدن 

اولئيك و لينولئيك اولويت دارد. 
مقادير مربوط به برخى خواص فيزيكى ليپيد توليدى مانند 
وزن مخصوص، گرانروى، انديس صابونى و انديس يدى محاسبه 
و در جدول (٥) ارائه شده است.  وزن مخصوص به طور معمول 
فاكتورى است كه براى شناسايى روغن يا چربى به كار ميرود 
افزايش  اشباع  و  زنجير  بلند  چرب  اسيدهاى  نسبت  هرچه  و 
يابد، وزن مخصوص نيز افزايش مييابد. انديس صابونى شاخصى 
تريگليسريدهاى تشكيل دهنده روغن  از وزن مولكولى نسبى 
مولكولى  وزن  روغن  در  موجود  چرب  اسيدهاى  هرچه  است. 
كم ترى داشته باشند، تعداد مولكول هاى گليسيريد در هر گرم 
چربى بيش تر و انديس صابونى بالاتر است. از آن جا كه كاهش 
ميزان اسيدهاى چرب اشباع و افزايش غير اشباعى بويژه ناشى 
از اسيد اولئيك مطلوب مى باشد، هرچه انديس صابونى كم تر 

باشد مطلوب تر است [٥٣]. در تحقيق حاضر ليپيد توليدى با 
استفاده از بستر عصاره هيدروليزى انديس صابونى كم ترى را 
نشان داد. در خصوص انديس يدى ميتوان گفت كه شاخصى 
اتاق  از تعداد پيوندهاى دوگانه است. به طور معمول در دماى 
روغن هاى حاوى اسيدهاى چرب اشباع نشده به صورت مايع 
هستند، بنابراين انديس يدى با نقطه ذوب يا نرمى و سختى 
پيوند  با  چربى هاى  و  روغن ها  هم چنين  دارد.  ارتباط  روغن 
دوگانه بالا در شرايط يكسان سريع تر اكسيد شده و نسبت به 

فساد اكسيژنى حساس تر هستند. 

٤- نتيجه گيرى
دو  با  نيشكر  باگاس  اسيدى  پيش فراورى  تحقيق  اين  در 
متغير كنترلى غلظت اسيد و زمان نگه دارى حرارتى انجام و اثر 
آن ها بر كاهش ليگنين و آزادسازى قندهاى احياء با استفاده 
از روش روية پاسخ بررسى بررسى گرديدند. هم چنين چگونگى 
در  توليد ليپيد و كاروتنوئيد توسط مخمر 

٤١٠



در بسترهاى حاوى گلوكز و هم چنين قندهاى احياء حاصل از 
مورد   Fed-batch سامانه  يك  در  آنزيمى  و  اسيدى  هيدروليز 
اين  از  آمده  به دست  نتايج  طبق  گرفت.  قرار  تحليل  و  آزمون 
تحقيق مقدار بهينه غلظت اسيد نيتريك و زمان پيش فراورى براى 
١١٨/٧٥ min تعيين درصد كاهش ليگنين به ترتيب ٦/٦٧% و

مقدار  گرديد.  تعيين  پاسخ  روية  آزمايشى  طرح  به  توجه  با 
بهينه  مقدار  رسيد.    %٩٣/٤ به  ليگنين  كاهش  درصد 
سازى  آزاد  تعيين  در  نگه دارى  زمان  و  نيتريك  اسيد  غلظت 
ميزان به   ،١٨٠  min و    %٠/٥ به ترتيب،  احياء  قندهاى 

g/l ١٥/٥٧ اندازه گيرى شد. محتواى ليپيد در محيط حاوى گلوكز 

١٩/٥٢ و در محيط ٢٧/٣٣، عصارة هيدروليزى ١/٣٤ ١/٠٦
١٥/٤٣ درصد وزن خشك سلولى پس از ٣ روز  ٠/٧٦ SHF

مخمر  رشد  ساعت   ٧٢ در  كاروتنوئيد  محتواى  آمد.  به دست 
 ،١٦٨ ردوترولا گلوتنيس، در محيط كشت حاوى گلوكز ٦٧
 ١٨٩ ١٣  SHF ٩٩ و در محيط كشت عصاره هيدروليزى ١٤
با توجه به  ميكروگرم بر گرم تودة سلولى اندازه گيرى گرديد. 

اسيد  اولئيك،  اسيد  آمده،  به دست  چرب  اسيدهاى  پروفايل 
پالمتيك، اسيد استئاريك، و اسيد لينولئيك بيش ترين درصد 
هم چنين  داشته اند.  موجود  چرب  اسيدهاى  كل  به  نسبت  را 
ليپيد  و  روغن  منايع  ساير  با  توليدى  ليپيد  فيزيكى  خواص 
به نتايج به دست  با توجه  قابل مقايسه و مطلوب بود.  متداول 
اين  در  كاروتنوئيد  و  ليپيد  توليد  مطلوب  قابليت هاى  و  آمده 
و هيدروليز  بخش پيش فراورى  در  بيش تر  تحقيقات  پژوهش، 
مواد ليگنوسلولزى، سم زدايى، گونه هاى ديگر مخمر مقاوم تر به 
مواد بازدارنده و سامانه هاى توليد پيوسته ليپيد و كاروتنوئيد 

پيشنهاد مى گردد.

تشكر و قدردانى
تحقيق انجام شده منتج از پايان نامه دانشجويى كارشناسى 
از  نويسندگان  و  بوده  غذايى  صنايع  مهندسى  رشتة  ارشد 
همكارى صميمانه پرسنل آزمايشگاه هاى دانشگاه آزاد اسلامى 

واحد اهواز كمال تشكر و قدردانى را دارند.
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